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(54) Title: NEW TNF PEPTIDES 
(54)Bezelchntmg: NEUE TNF-PEPTTDE 
(57) Abstract 

New peptides of formula: X-A-B-E-Leu-Y, where A, B, X and Yhave the meanings given in the description, are useful 
therapeutic agents. A process for producing them is also described. 

(57) Znsammenfassang 

Es werden Peptide der Formel: X-A-B-E-Leu-Y, worin A, B, X und Y die in der Beschreibung angegebenen Bedeutungen 
besitzen, sowie deren Herstellung beschrieben. Die neuen Peptide eignen sich zur Bekamptung von Krankheiten. 
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Neue TNF-Peptide 
Beschreibung 

5 Die Erfindung betrifft neue, vom Tumor Nekrose Faktor (TNF) abgeleitete 
Peptide, deren Herstellung und deren Verwendung als Arzneiraittel. 

Von Carswell et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 3666, 1975) wurde be- 
richtet, dap das Serum von Endotoxin-behandelten Tieren, die zuvor mit dem 

10 Mycobacterien-Stamm Calmette-Guerin (BCG) infiziert worden waren, eine 
hamorrhagische Nekrose bel verschiedenen Tumoren in der Maus bewirkte. 
Diese Aktivi tat wurde dem Tumor Nekrose Faktor zugeschrieben. TNF zeigt 
auch eine zytostatische oder zytotoxische Wirkung gegenflber einer Vielzahl 
von transformierten Zellinien in vitro, wahrend normale menschliche und 

15 tierische Zellinien davon nicht betroffen werden (Lyraphokine Reports 
Vol. 2, pp 235-275, Academic Press, New York, 1981). Kiirzlich wurde die 
biochemische Charakterisierung und das Sen fllr menschlichen TNF beschrie- 
ben (Nature 312, 724, 1984; J. Biol. Chem. 260, 2345, 1985; Nucl. Acids 
Bes. 13, 6361. 1985). 



20 



Aus diesen Daten lapt sich folgende proteinstruktur fur das reife humane 
TNF ableitens 



ValArgSerSerSerArgThrProSerAspLysProValAlaHisValValAlaAsnPro 

25 

GlnAlaGluSlyGlnLeuQlnTrpLeuAsnArgArgAlaAsnAlaLeuLeuAlaAsnSly 
Val61uLeuArgAspAsnGlnLeuValValProSerGluGlyLeuTyrLeuIleTyrSer 
30 GlnValLeuPheLysGlyGlnGlyCysProSerThrHisValLeuLeuThrHisThrlle 
SerArglleAlaValSerTyrGlnThrLysValAsnLeuLeuSerAlalleLysSerPro 
CysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrpTyrGluProlleTyrLeu 

35 

GlyGlyValPheGlnLeuGluLysGiyAspArgLeuSerAlaGluIleAsnArgProAsp 

TyrLeuAspPheAlaGluSerGlyGlnValTyrPheGlyllelleAlaLeu 

40 weiterhin wurde das TNF-Gen von Rind, Kaninchen und Maus beschrieben (Cold 
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51, 597, 1986). 
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Neben seinen zytotoxischen Eigenschaften ist TNF einer der Hauptbeteilig- 
terr an entzGndlichen Reaktionen (Pharmac. Res. 5, 129, 1988). Im Tier- 
roodell konnte die Beteiiigung von TNF beim septischen Schock (Science 229 r 
869, 1985) und der Graft versus Host Disease (J. Exp. Med. 166, 1280, 
5 1987) gezeigt werden. 

Es wurde nun gefunden, dap Peptide mit wesentlich geringerero 
Molekulargewicht gunstige Eigenschaften besitzen. 

10 Gegenstand der Erfindung sind Peptide der Formel I, 

X-A-B-E-Leu-Y I, 

worin 

15 

A Glu, Pro Oder Gin ist, 

B Gly, Glu, Asn oder Asp darstellt, 

20 E Gin oder Ser bedeutet, 

X fQr eine Gruppe G-NH-CHM-CO-, G-NH-CHM-CO-W-, G-R-NH-CHM-C0- oder 
G-R-NH-CHM-CO-W- und 

25 Y fur eine Gruppe -Z r -NH-CHQ-CO-Z, -V-NH-CHQ-CO-Z, -NH-CHQ-CO-U-Z oder 
-V-NH-CHQ-CO-U-Z Steht, 

wobei in X und Y 

30 G ein Wasserstoffatom oder eine Arainoschutzgruppe bedeutet, 

Z fOr eine OH- oder NH 2 -Gruppe oder eine Carboxylschutzgruppe steht 
oder 

35 G und Z zusamnen auch eine kovalente Bindung oder die Gruppe 

-CO-(CH2) a -NH- bedeuten, wobei a eine Zahl von 1 bis 12 ist, 

R und U Peptidketten aus 1-5 naturlich vorkommenden cc-Aminosauren 
darstellen. 
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W eine der Peptidketten 

-Lys-Pro-Val-Al a-Hi s-Val-Val-Al a-Asn-Pro-Gln-Al a-, 
-Lys-Pro-Val-Ala-His-VaWal-AIa-AspMle-Asn-Ser-, 
5 -LysH>ro-Leu-Ala-His-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Val-, 
H_ys-Pro-val-Ala-His-Val-Val-Ala-Asn-His-Gln-Val-, 
-Lys-Pro-Ala-Ala-His-Leu-He-Gly-Asp-Pro-Ser-Lys-, 
-Lys-Pro-Ala-Ala-His-Leu-Val-Gly-Asp-Pro-Ser-Thr-, 
-Lys-Pro-Ala-Ala-His-Leu-Val-Gly-Tyr-Pro-Ser-Lys-, 

10 

eine 5 bis 11 AminosSurereste lange Teilsequenz von einer der 
oben angegebenen Peptidketten oder eine Peptidkette mit 1-4 
natiirlich vorkommende a-Aminosauren bedeutet, 



15 v eine der Peptidketten 

-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg-Arg-Ala-Asn-Ala-Leu-Leu-Ala-, 
-Arg-Trp-Trp-Asp-Ser-Tyr-Ala-Asn-Ala-Leu-Met-Al a-, 
-G 1 n-Trp-Leu-Ser-Gl n-Arg-A 1 a-Asn-A 1 a-Leu-Leu-A 1 a-, 
20 -Glu-Trp-Leu-Ser-Gln-Arg-Ala-Asn-Ala-Leu-Leu-Ala-, 
-Leu-Tr p-Ar g- A I a- Asn-Thr- Asp-Arg-A I a-Phe-Leu-G 1 n-, 
-Arg-Trp-Arg-Aia-Asn-Thr-Asp-Arg-Ala-Phe-Leu-Arg-, 
-Leu-Trp-Arg-Ala-Ser-Thr-Asp-Arg-Ala-Phe-Leu-Arg- F 

25 ein 5 bis 11 AminosSurereste lange Teilsequenz einer der oben 

angegebenen Peptidketten oder eine Peptidkett mit 1-4 natOrlich 
vorkommende ct-Aminosauren bedeutet und 

M und Q Wasserstoffatoroe oder eine der Gruppen 
30 -fcH(CH 3 > 2 , -CH(CH 3 )-C 2 H 5 , -C 6 H 5 , -CH(0H)-CH 3 , 



H 



(mit b in der Bedeutung einer Zahl von 1 bis 6 und T in der 
Bedeutung eines Wasserstoffatoms oder einer OH-, CH 3 0-, CH3S-, 
(CH 3 ) 2 CH-, C 6 H 5 -, p-H0-C 6 H 4 -, HS-, H 2 N-, HO-C0-, H 2 N-C0-, 
35 H 2 N-C(=NH)-NH-Gruppe) oder 

M und Q zusammen eine -(CH 2 ) c -S-S-(CH 2 ) d -, -(CH 2 ) e -CO-NH-(CH 2 ) f - oder 
-(CH 2 ) e -NH-CO-(CH 2 )g-NH-CO-(CH 2 )f-Brucke (mit c und d in der 
Bedeutung einer Zahl von 1 bis 4, e und f einer Zahl von 1 bis 6 
40 und g einer Zahl von 1 bis 12) bedeuten, 



sowie deren Salze mit physiologisch vertrSglichen Sauren. 
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Die Peptide der Formel I sind aus L-Aminosauren aufgebaut, sie konnen aber 
1 bis 2 D-Aminosauren enthalten. Die Seitenketten der trifunktionellen 
Aminosauren konnen Schutzgruppen tragen oder ungeschOtzt vorliegen. 

5 Als physiologisch vertragliche Sauren sind insbesondere zu nennen: 

Salzsaure, Zitronensaure, Weinsaure, Milchsaure, Phosphorsaure, » 
Methansulfonsaure, Esstgsaure, Ameisensaure, MaleinsSure, Fumarsaure, 
fipfelsaure, Bernsteinsaure, Malonsaure, SchwefelsSure, L-Glutaminsaure, 
L-Asparaginsaure, Brenztraubensaure, Schleimsaure, Benzoesaure, 
10 Glucuronsaure, Oxalsaure, Ascorbinsaure, Acetylglycin. 

Die neuen Peptide konnen offenkettig (G = H, Arninoschutzgruppe; Z = OH, 
NH2, CarboxyIschutzgruppe r N und Q nicht miteinander verbunden), und 
insbesondere Dfsulf id-verbrQckt (G = H, Arninoschutzgruppe; Z = 0H r NH 2 , 
15 Carboxylschutzgruppe; N + Q ■ -(CH2) c -S-S-(CH2)d- )# Seitenketten-ver- 
bruckt (G = H r Arninoschutzgruppe, Z = OH, HHz, Carboxylschutzgruppe, 
M + Q= -(CH 2 )e-NH-CO-(CH 2 )f- Oder -(CH 2 ) e -NH-CO-(CH2)gH¥H-CO-(CH2)f- ) 
oder Kopf-Schwanz-verknQpft (G + Z * kovalente Bindung oder 
-CO-(CH z ) a -NH- ) sein. 

20 

Die neuen Verbindungen lassen sich nach in der Peptidchemie bekannten 
Methoden herstellen. 

So kann man die Peptide sequentiell aus Aminosauren oder durch Fragment- 
25 verknupfung geeigneter kleiner Peptide aufbauen. Beiro sequentiellen Aufbau 
wird die Peptidkette beginnend am C-Terminus stufenweise urn jeweils eine 
Aminosaure veriangert. Bei der Fragment kupplung konnen Fragmente 
unterschiedlicher Lange miteinander verknupft werden, wobei die Fragmente 
wiederum durch sequentiellen Aufbau aus Aminosauren oder ihrerseits durch 
30 Fragment kupplung gewonnen werden konnen. Die cyclischen Peptide werden 
nach Synthese der offenkettigen Peptide durch eine in hoher VerdGnnung 
durchgefGhrte Cyclisierungsreaktion erhalten. 

Sowohl beira sequentiellen Aufbau, als auch bei der Fragmentkuppiung mussen 
35 die Bausteine durch Bildung einer Amidbindung verknQpft werden* Hierzu 
eignen sich enzymatische und chemische Methoden. 

Chemische Methoden zur Amidbindungsbildung sind ausfQhrlich behandelt bei % 
Mailer, Methoden der Organischen Chemie Vol XV/2, pp 1 - 364, Thieme 
40 Veriag, Stuttgart, 1974; Stewart, Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 
pp 31 - 34, 71 - 82, Pierce Chemical Company, Rockford, 1984; Bodanszky, 
Klausner, Ondetti, Peptide Synthesis, pp 85 - 128, John Wiley & Sons, New 
York, 1976 und anderen Standardwerken der Peptidchemie* Besonders 
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bevorzugt sind die Azidmethode, die symmetrische und gemischte 
Anhydridmethode, in sita erzeugte oder praformierte Aktivester und d*e 
Amidbindungsbildung mit Hilfe von Kupplungsreagenzien (Aktivatoren) 
insbesondere oicyclohexylcarbodi imid (DCC), Di isopropylcarbodi imid (DIC), 
5 i- E thoxycarbonyl-2-ethoxy-l,2-dihydrochinolin (EEDQ), 1 -Ethyl -3- (3-d i - 
roe thylaminopropyl)-carbodiin.idhydrochlorid (EOCI), n-Propanpnosphon- 
saureanhydrid (PPA), N,N-Bis(2-oxo-3-oxazolidinyl)amidophosphorsaure- 
chlorid (B0P-C1), Diphenylphosphorylazid (OPPA), Castro s Reagenz (BOP), 
0-Benzotriazolyl-N,N,N' r N'-tetramethyluronium-Salze (HBTU), 2,5-Di- 
10 phenyl-2,3-dihydro-3-oxo-4-hydroxythiophendioxid (Steglichs Reagenz; 
H0T00) und l,l'-Carbonyl-diinidazol (COI). Die Kupplungsreagenzien konnen 
allein oder in .Combination mit Additiven wie N , N ' -D ime thy I -4-ami nopyridin 
(OMAP), N-Hydroxybenzotriazol (HOBt), N-Hydroxybenzotriazin (HOOBt), 
N-Hydroxysuccinimid (HOSu) oder 2-Hydroxypyridin eingesetzt werden. 

15 wahrend bei der enzymattschen Peptidsynthese nonnalerweise auf 

schutzgruppen verzichtet werden kann, 1st fur die chemische Synthase e in 
reversibler Schutz der an der Bildung der Amidbindung nicht beteiligten 
reaktiven funktionellen Gruppen der beiden Reaktionspartner erforderlich. 

20 Bei den chemischen Peptidsynthesen werden drei literaturbekannte Schutz- 
gruppentechniken bevorzugt: Die Benzyloxycarbonyl (Z)-, die t-Butyloxy- 
carbonyl(Boc)- und die 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl(Fmoc)-Schutzgruppen- 
technik. Bezeichnet ist jeweils die Schutzgruppe der «-Aminofunktion des 
kettenverlangernden Bausteines. Die Seitenkettenschutzgruppen der tn- 

25 funktionellen Aminosauren werden so gewahlt, dap sie nicht notwendiger- 
weise zusammen mit der «-Aminoschutzgruppe abgespalten werden. Eine aus- 
filhrliche Ubersicht flber AminosSureschutzgruppen gibt MUller, Kethoden der 
Organischen Chemie Vol XV/1, pp 20 - 906, Thieme Verlag, Stuttgart, 1974. 

30 Die Bausteine, die dem Aufbau der Peptidkette dienen, konnen in Losung in 
Suspension oder nach einem ahnlichen Verfahren, wie es von "errifield in 
o. Amer. Chem. Soc. 85, 2149, 1963 beschrieben ist, zur Reaktion gebracht 
werden. Besonders bevorzugt sind Verfahren, bei denen Peptide sequential 
oder durch Fragmentfcupplung unter Verwendung der Z-, Boc- oder 

35 rmoc-schutzgruppentechnik aufgebaut werden, wobei die Reak t-nspartner in 
Losung zur Reaktion gebracht werden, sowie Verfahren, bei denen, ahnlich 
der genannten Merrif ield-Technik, ein Reaktionspartner an einen unlos- 
lichen polymeren Trager (i« folgenden auch Harz genannt) gebunden zur 
Reaktion gebracht wird. Dabei wird das Peptid typischerweise unter Ver 

40 we d" g der Boc- oder Fmoc-Schutzgruppentechnik sequential am polymeren 
Trager aufgebaut, wobei die wachsende Peptidkette am C-Termmus kovalent 
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mit den unlSslichen Harztellchen verbunden ist (vgl. Abb. 1 und 2). Diese 
Arbeitsweise erlaubt es, Reagentien und Nebenprodukte durch Filtration zu 
entfernen, die Umkri stall isation von zwischenprodukten wird soroit Uber- 
flQsslg. 

5 oie geschQtzten Aminosluren konnen an beliebige geeignete Polymerisate 
gebunden werden, die lediglich in den verwendeten LSsungsmitteln unloslich 
sein und eine bestandige physikalische Form, die leichte Filtration 
ermoglicht, aufweisen mOssen. Das Polymerisat mup eine funktionelle firuppe 

10 enthalten, an die die erste geschQtzte Aminosaure durch eine Icovalente 
Bindung fest gebunden werden kann. FOr diesen Zweck eignen sich die 
verschiedensten Polymerisate, z.B. Cellulose, Polyvinylalkohol, Polymeth- 
acrvlat sulfoniertes Polystyrol, chlormethyliertes Copolymerisat von 
Styrol und Divinylbenzol (Merrifield-Harz), 4-Methylbenzhydrylamin-Harz 

15 (MBHA-Harz), Phenylacetamidomethyl-Harz (Pam-Harz), p-Benzyloxybenzyl- 
alkohol-Harz, Benzhydrylamin-Harz (BHA-Harz), 4-(Hydroxymethyl)-benzoyl- 
oxymethyl-Harz, Harz nach Breipohl et al. (Tetrahedron Lett. 28, 565, 
19*7; Fa. BACHEM) , HYCRAM-Harz (Fa. ORPEGEN) oder SASRIN-Harz 
(Fa. BACHEM). 

20 - 
FOr die peptidsynthese in Losung eignen sich alle Losungsmittel, die sich 
unter den Reaktionsbedingungen als inert erweisen, insbesondere Wasser, 
N N'-Dimethylfonnamid (DMF), Oimethylsulfoxid (DMSO), Acetonitril, Di- 
chlormethan (DCM), 1,4-Oioxan, Tetrahydrofuran (THF), N-Methyl-2-pyrroli- 

25 don (NMP) sowie Gemische der genannten Losungsmittel. Oie Peptidsynthese 
am polymeren TrSger kann in alien inerten organischen LSsungsmitteln, in 
denen die verwendeten Aminosiurederlvate loslich sind, durchgefOhrt 
werden; bevorzugt sind jedoch Losungsmittel, die zusatzlich harzquellende 
Eigenschaften besitzen, wie DMF, DCM, NMP, Acetonitril und DMSO, sowie 

30 Gemische dleser Losungsmittel. 

Nach erfolgreicher Synthese wird das Peptid vom polymeren TrSger 
abgespalten. Die Bedingungen, unter denen sich die verschiedenen Harztypen 
abspalten lessen, sind literaturbekannt. Am haufigsten finden saure und 
35 Palladium-katalyslerte Spaltreaktionen Anwendung, insbesondere die 
spaltung in flOssigem wasserfreiem Fluorwasserstoff, in wasserfreier 
Trifluormethansulfonsaure, in verdOnnter oder konzentrierter 
TrifluoressigsSure oder die Palladium-katalysierte Spaltung m THF oder 
THF-DCM-Gemischen in Anwesenheit einer schwachen Base wie z.B. Morpholin. 
40 Oe nach Wahl der Schutzgruppen konnen diese unter den Spaltbedingungen 
erhalten bleiben oder ebenfalls abgespalten werden. Aucheme *^* se 
EntschQtzung des Peptids kann sinnvoll sein, wenn bestiamte Derivatisie- 
rungsreaktionen oder eine Cyclisierung durchgefOhrt werden sollen. 
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. ^ ,. in .n rum Tell aute zytotoxische Eigenschaften. Ein 

aader.r Tail d.r '«P"° „ tot oxl»h. akti.itat z. b.sitz.n. si. 

™™^-^j£££Z£. S U bind.- in Konturranz zu n,tarlic»«, 
st.U.n .is. und „„ t , rd rO«.n s. di. TNF-«irlcun,. 

5 thf an den z.lul.r«n TNF ,„ >ra .,.itt.t, di. z.r 

~*-l"^<~ in T«PJ "™ w ;r; irtU n S swe,s. die 
,0 .inftch. Exper «nU Kann ^ Z.U. «lrd di. 

ei r: ,nCT ,«t t H «dt J .nation d.r MM. in 6 a 9 .n.art d.s 
z,t.t.»tzit« das Mpt « a ..rsurtMnsatz ina.ni.rt man di. 

paptids P.st.n»t. in .in« *». tan v.r ^ ut>J ., rlt .„ d „ 

Z.„i.i. .it d» •"^ n .nisi.r'nd. «irK.n 8 „..*,«!«.. 

" * " .,»d.n 5S .zp.r, M nt di. .Ff.nitat 

des Peptids zum zellulSren TNF-Rezeptor bestimmt. 

. r sss=ssss rur.= — 

Zvtotoxizitatstest auf TNF-sensitiven Indikatorzellen, 
'* Kompetitien-Zytotoxizitatstest auf TNF-sensitiven 

II. 

25 mdUatorzellen, 

,„. ,^t,t«.n-R.z.pt. rt ,ind m ,st.s« «.f THF-».z.pt.r .,pri»i.r«nd.n 
Indikatorzellen* 

30 I. ZytotoxizitStstest' 

Die agonistische Bewertung der neuen Peptide basiert auf deren 

35 . ' « K< e r x 103 frisch trypsin I erten, sich 

1 inn mi Kulturmediuni nnt 3 bis 5 x Tr,5tn . . K<rw 

gesattigte Luft im Brutschranfc enthielt 5 Vol* C0 2 . 
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Das L929-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Earle lx (Boehringer, 
Mannheim), 50 ml hitzeinaktiviertes (30 min, 56°C) foetales 
KSlberserura (FCS), 50 ml L-Glutamin (200 mM), 5 ml lOOx 
nichtessentielle Aminosauren, 3 ml 1M Hepes-Puffer pH 7,2 und 
50 ml Gentamycin (50 mg/ml). 

Das MCF-7-Kultunnedium enthielt 500 ml MEM Dulbecco lx 
(Boehringer, Mannheim), 100 ml hitzeinaktiviertes (30 min, 56°C) 
FCS, 5 ml LHJlutamin und 5 ml lOOx nichtessentielle Aminosauren. 



2 Am folgenden Tag wurden 100 /tl der zu prDfenden Peptid-Losung zu 
den Zellkulturen gegeben und seriell 2-fach titriert. ZusStzlich 
wurden einige Zellkontrollen (d.h. nicht mit Peptid-VerdQnnung 
behandelte Zellkulturen) und einige rhu-TNF-Kon troll en (d.h. mit 

15 rekombinanten humanen TNF behandelte Zellkulturen) mit angelegt. 

Die Kulturplatte wurde 48 h bei 37°C in einer Atmosphere aus 
wasserdampf-gesattigter Luft mit 5 Vol.% C0 2 inkubiert. m 

3 Der prozentsatz Oberlebender Zellen in den mit Peptid-VerdQnnung 
20 behandelten Kulturen wurde mittels der Kristallviolettfarbung 

bestimmt. Dazu wurden die FlOssigkeiten aus den vertiefungen 
durch Abschlagen der Testplatte entfernt. In jede Vertiefung 
wurden 50 y\ kristallviolettlosungen pipettiert. 

25 Die kristallviolettlosung hatte folgende Zusammensetzung: 

3,75 g kristallviolett 
1,75 g NaCl 
161,5 ml Ethanol 
30 43,2 ml 37 % Fonnaldehyd 

ad 500 ml Wasser 

Die Kristallviolettlosung blieb 20 min in den Vertiefungen und 
wurde dann ebenfalls abgeschlagen. AnschlieBend wurden die 
35 Platten jeweils 5 mal durch Eintauchen in wasser gewaschen, urn 

den nicht zellgebundenen Farbstoff zu entfernen. Der zellge- 
bundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 100 /il Reagenzlosung 
(50 % Ethanol, 0,1 % Eisessig, 49,9 % Wasser) in jede Vertiefung 
aus den Zellen extrahiert. 



40 



Durch SchQtteln der Platten fur 5 min erhielt man in jeder 
vertiefung eine gleichmSBig gefSrbte Losung. Zur Bestimmung der 
Oberlebenden Zellen wurde die Extinction der Farbelosung in den 
einzelnen Vertiefungen bei 540 nm gemessen. 
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5. 



oanach wurde, bezogen auf die Zellkontrolle, der 50 % Zytotoxi- 
zitatswert definiert und der Kehrwert der Probenverdilnnung, die 
zu 50 % Zytotoxizitat fuhrt, als zytotoxische Aktivitat der 
untersuchten Probe erraittelt. 



5 

1 1 . Korapet i t i on-Zy totox i z i tatstest 



10 



15 



20 



25 



30 



Die antagonistic Bewertung der Peptide basiert auf deren 
Eigenschaft, die zytotoxische Wirkung von rhu-TNF auf TNF-sensitiven 
Zellen (z.B. L929, MCF-7, A204, U937) zu korapet it ieren. Der 
Kompetition-Zytotoxitatstest rait L?29 und MCF-7-Zellen wurde wie folgt 



durchgefOhrt: 



35 



40 



100 Ml Kulturmedium mit 3 bis 5 x 103 frisch trypsinierten, sich 
im exponentiellera Wachstum befindenden L929-Zellen (Maus) bzw. 
MCF-7-Zellen (Hensch) wurden in die Vertiefungen emer 
96-Loch-Flachboden-Kulturplatte pipettiert. Die Platte wurde Ober 
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die mit Wasserdampf 
gesattigte Luft in Brutschrank enthielt 5 vol% C0 2 . 

Das L929-Kulturmediura enthielt 500 ml MEM Earle lx (Boehringer, 
Mannheim), 50 ml fOr 30 min bei 56-0 hitzeinaktiviertes FCS, 5 ml 
L-Glutamin (200 mM), 5 ml lOOx nichtessentielle Ammos&uren, 3 ml 
IM Hepes-Puffer pH 7,2 und 500 fi\ Gentamycin (50 mg/ml). 

Das MCF-7-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Dulbecco lx 
(Boehringer, Mannheim), 100 ml hitzeinaktiviertes (30 mm, 56 C) 
FCS, 5 ml L-Slutamin (200 mM) und 5 ml lOOx nichtessentielle 
Aminosauren. 

Am nachsten Tag wurden 100 & ^r zu prDfenden Peptid-Losung zu 
den Zellkulturen zugegeben und seriell 2-fach titriert. Zu diesen 
Zellkulturen wurden dann 100 (il einer rhu-TNF-VerdOnnung in 
Kulturmedium, die in der Endkonzentration in ^ 
80-100 % zytotoxische Wirkung hat, zugegeben. Zudem wurden einige 
zellkontrollen (d.h. nicht mit Peptid-LBsung und nicht mit 
rhu-TNF-Losung behandelte zellkulturen) und einige 
rhu-TNF-kontrollen (=nur mit rhu-TNF-Losung behandelte 
Zellkulturen) mit angelegt. Die kulturplatte wurde dann 48 h bei 
37o C in einer Atraosphare aus wasserdampf-gesattigter Luft mit 
5 Vol.% C0 2 inkubiert. 
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3. Der Prozentsatz Qberlebender Zellen in den rait Substanzl6sung 
behandelten Kulturen wurde mittels der Kristallviolettfarbung 
bestimmt. Dazu wurden die Flussigkeiten aus den Vertiefungen 
durch Abschlagen der Testplatte entfernt. In jede Vertiefung 
wurden 50 y.\ Kristallviolettl5sungen pipettiert. 

Die Kristallviolettlosung hatte die in II. 3 angegebene 
Zusammens etzung . 

Die KristallviolettlSsung blieb 20 min in den Vertiefungen und 
wurde dann ebenfalls abgeschlagen. Anschliepend wurden die 
Platten jeweils 5 mal durch Eintauchen in wasser gewaschen, um 
den nicht zellgebundenen Farbstoff zu entfernen. Der 
zellgebundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 100 /rt 
Reagenzlosung (50 % Ethanol, 0,1 % Eisessig, 49,9% Wasser) in 
jede Vertiefung aus den Zellen extrahiert. 

4. Durch SchOtteln der Platten fur 5 min erhielt man in jeder 
Vertiefung eine gleichmlpig gefarbte L6sung. Zur Bestiannung der 
Oberlebenden Zellen wurde die Extinktion der Farbelosung in den 
einzelnen Vertiefungen bei 540 nm gemessen. 

5. oanach wurde, bezogen auf die Zellkontrolle und die 
rhu-TNF-KontroIle der 50 % ICompetitionswert definiert und die 
Probenkonzentration, die bei der vorgelegten rhu-TNF-Konzen- 
tration zu 50 % Kompetition der rhu-TNF-Zytotoxitat fOhrt, als 
antagonistische Aktivitat der untersuchten Probe ermittelt. 



III.Koinpetition-Rezeptorbindungstest 

30 

Sowohl die agonistische als auch die antagonistische Wirkung von 
Peptiden setzt voraus, dap letztere an den TNF-Rezeptor binden. Das 
bedeutet, dap Peptide mit agonistischer bzw. antagonistischer Wirkung 
und rhu-TNF um die Bindung am TNF-Rezeptor auf TNF-sensitiven 
35 indikatorzellen (z.B. U937) konkurrieren. Der Kompetition-Rezeptor- 
bindungstest wurde wie folgt durchgefQhrt: 

1. 100 ftl Medium mit verschiedenen Konzentrationen des zu prufenden 
Peptids sowie des rhu-TNF l=Kontrolle) wurden in die Reaktions- 
40 gefSpe pipettiert. Das Medium enthielt 500 ml PBS (Boehringer, 

Mannheim), 10 ml hitzeinaktiviertes (30 min, 56«>C) FCS und 100 mg 
Natriumazid. 
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2. Anschliepend wurden 100 fi\ Medium mit 1 ng i25jod-raarkiertem 
rhu-TNF (Lactoperoxidase-Methode nach Bolton) In die Reaktions- 
gefSpe gegeben und gemischt. Zur Bestimmung der unspezif ischen 
Bindung (NSB) wurde in den Reaktionsgefapen das l25jod-markierte 

5 rhu-TNF (1 ng I25j- r hu-TNF in 100 fi\ Medium) mit dem 200-fachen 

iiberschup an nicht radioaktiv markiertem rhu-TNF (200 ng rhu-TNF 
in 100 ul Medium) gemischt. 

3. Dann wurden 100 fil Medium mit 2 x 106 U937-Zellen (Mensch) in die 
j0 ReaktionsgefSpe pipettiert und gemischt. Die ReaktionsgefSpe 

(Testvolumen 300 p\) wurden 90 rain bei 0°C inkubiert, Nach 45 min 
wurden die ReaktionsansStze nochmals durchmischt. 

4. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen 5 min bei 1800 rpm und 
15 40c zeritrifugiert, 3 mal mit Medium gewaschen, quantitativ in 

Zahlrohrchen Qberfuhrt und die zellgebundene Radioaktivitat in 
einem Clini Gamma Counter 1272 (LKB Wallac) bestimmt. 

5. Nach Korrektur der Mepwerte urn die unspezif ische Bindung wurde, 
20 bezogen auf die Gesamtbindung, der 50 % Kompetitionswert 

definiert und die Probenkonzentration, die bei der vorgelegten 
i25j-rhu-TNF-Konzentration zu 50 % Kompetition der 
l25j-rhu-TNF-Bindung fOhrt, als kompetitive Aktivitat der 
untersuchten Probe ermittelt. 

25 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern. Die 
proteogenen AminosSuren sind in den Beispielen mit dem bekannten 
Dreibuchstaben-Code abgekQrzt. DarOber hinaus bedeuten: 
Ac = Essigsaure, Ahp = 7-AminoheptansSure, Ahx » 6-Aminohexansaure, 
30 Aoc = 8-Am1nooktansaure, Ape = 5-AminopentansSure, Hey = Horaocystein, 
Orn a Ornithin, Dap = 2,3-DiaminopropionsSure. 

A. Allgemeine Arbeitsvorschriften 

35 I. Die Synthese der Peptide gemap Anspruch 1 erfolgte mit Hilfe der 
Standardmethoden der Festphasenpeptidsynthese an einem vollauto- 
matischen Peptidsynthesizer Modell 430A der Firma APPLIED BIOSYSTEMS. 
Das Gerat benutzt fur die Boc- und Fmoc-Schutzgruppentechnik unter- 
schiedliche Synthesezyklen. 

40 
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a) Synthesezyklus fQr die Boc-Schutzgruppentechnik 

1. 30 % Trifluoressigsaure in DCM 1x3 rain- 

2. 50 % TrifluoressigsSure in DCM 1 x 17 min 
5 3. DCM-Waschschritt 5 x 1 rain 

4. 5 % Diisopropylethylamin in DCM lxl min 

5. 5 % Diisopropylethylamin in NMP lxl min 

6. NMP-Waschschritt 5 x 1 min 

7. Zugabe der voraktivierten geschQtzten Aminosaure 
IQ (Aktivierung durch 1 Equivalent DCC und 

1 Equivalent HOBt in NMP/DCM); 

Peptidkuppiung (1. Teil) 1 x 30 min 

8. Zugabe voit DMSO zur Reaktionsmischung bis zu 
einem Volumenanteil von 20 % DMSO 

15 9. Peptidkuppiung (2. Teil) 1 x 16 min 

10. Zugabe von 3,8 Bquivalenten Diisopropylethylamin 
zur Reaktionsmischung 

11. Peptidkuppiung (3. Teil) 1 x 7 min 

12. DCM-Waschschritt 
20 13. bei unvollstandigem Omsatz Wiederholung der 

Kupplung (zurflck zu 5.) 

14. 10 % Essigsaureanhydrid, 5 % Diisopropylethylamin 

in DCM 

15. 10 % Essigsaureanhydrid in DCM 1x4 min 
25 16. DCM-Waschschritt * * 1 min 

17. zurOck zu 1. 

b) Synthesezyklus fQr die Fmoc-Schutzgruppentechnik 

30 1. NMP-Waschschritt * * 1 min 

2. 20 % Piperidin in NMP 1x4 min 

3. 20 % Piperidin in NMP 1 x 16 min 

4. NMP-Waschschritt 5 x 1 min 

5. zugabe der voralctivierten geschOtzten Aminosaure 
35 (Aktivierung durch 1 Equivalent DCC und 

1 Equivalent HOBt in NMP/DCM) ? 

Peptidkupplung 1 x 61 min 

6. NMP-Waschschritt 3 x 1 min 

7. bei unvollstandigem Umsatz Wiederholung der 
40 Kupplung (zur tick zu 5.) 

8. 10 % Essigsaureanhydrid in NMP 1x8 min 

9. NMP-Waschschritt 3 x 1 min 
10. zuruck zu 2. 



3 x I min 



1x2 min 
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II. Aufarbeitung der. nach la erhaltenen Peptidharze 

Das nach la erhaltene Peptidharz wurde im Vakuum getrocknet und in ein 
Reaktionsgefap einer Teflon-HF-Apparatur (Fa. PENINSULA) transferiert. 
5 Nach Zugabe eines Scavengers, vorzugsweise Anisol {1 ml/g Harz) f sowie 
im Falle von tryptophanhaltigen Peptiden eines Thiols zur Entfernung 
der indolischen Formylgruppe, vorzugsweise Ethandithiot (0,5 ml/g 
Harz) wurde unter Kuhlung rait flflssigem N 2 Fluorwasserstoff einkonden- 
siert (10 inl/g Harz). Man liep die Mischung sich auf 0°C erwarmen und 
10 ruhrte 45 min bei dieSer Temper at ur. Anschl iepend wurde der Fluor- 
wasserstoff im Vakuum abgezogen und der RQckstand mit Essigester ge- 
waschen, urn restlichen Scavenger zu entfernen. Oas Peptid wurde mit 
30 %iger EssigsSure extrahiert, filtriert und das Filtrat lyophili- 
siert. 

15 ' 

Zur Herstellung von Peptidhydraziden wurde das Peptidharz (Pain- Oder 
Merrifieldharz) in DMF suspendiert (15 ml/g Harz) und nach Versetzen 
mit Hydrazinhydrat (20 Xquivalente) 2 Tage bei Raumtemperatur geruhrt. 
Zur Aufarbeitung wurde das Harz abfiltriert und das Filtrat zur 

20 Trockene eingedampft. Der RQckstand wurde aus DMF/Et 2 o Oder MeOH/Et 2 0 
kristallisiert. 

Ill .Aufarbeitung der nach lb erhaltenen Peptidharze 

25 Das gemap lb erhaltene Peptidharz wurde im Vakuum getrocknet und 

anschl ie^end in Abhangigkeit von der AminosSurezusammensetzung einer 
der folgenden Spaltungsprozeduren unterworfen (Wade, Tregear, Howard 
Florey Fmoc-Workshop Manual, Melbourne 1985). 
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Das Peptid enthSlt 


Spaltbedingungen 


Arg(Mtr) 


Met 


Trp 


TFA 


Scavenger Reaktionszeit 


nein 


nein 


nein 


95 % 


5 % H 2 0 


1,5 h 


ja 


nein 


nein 

1 ■ w l it 


S3 lb 


5 % Thioanisol 


a 3 h 


nein 


ja 


nein 


95 % 


5 % Ethylmethyl- 
sulfid 


1,5 h 


nein 


nein 


ja 


95 % 


5 %> Ethandithiol/ 
Anisol (1:3) 


1,5 h 


. nein 


- ja 


j" 


95 % 


5 % Ethandithiol/ 
Anisol/Ethyl- 
methylsulfid 
(1:3:1) 


1,5 h 


ja 


ja 


ja 


93 % 


7 % Ethandithiol/ 
Anisol/ 
Ethylmethyl- 
sulfid (1:3:3) 


23h 



Die suspension des Peptidharzes in der geeigneten TFA-Mischung wurde 
bei Raumtenperatur fOr die angegebene Zeit gerQhrt, danach wurde das 
Harz abfiltriert und rait TFA sowie OCM gewaschen. Das Filtrat und die 
5 WaschlSsungen wurden weitgehend eingeengt und das Peptid durch Zugabe 
von Diethylether ausgeflllt. Nach AbkOhlung in Eisbad wurde der 
Niederschlag abfiltriert, in 30 % Essigsaure aufgenommen und 
lyophilisiert. 

10 IV. Reinigung und Charakterisierung der Peptide 

Die Reinigung erfolgte mittels Gelchromatographie (SEPHADEX® G-10, 
G-15/10 % HOAc; SEPHADEX® LH20/HeOH) und ahschliepender Mittel- 
druckchroraatographie (StationSre Phase: HD-SIL C-18, 20-45 ft, 100 A; 
15 mobile Phase: Gradient mit A = 0,1 % TFA/MeOH, B = 0,1 % tfa/H 2 0). 
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Die Reinheit der erhaltenen Endprodukte wurde nit analytischer HPLC 
(StationSre Phase: 100 x 2, 1 mm VYDAC C-18, 5 /x, 300 A; mobile Phase = 
CH 3 CN/H 2 0-Gradient f gepuffert mit 0, 1 % TFA, 40°C) bestimmt. Zur 
Charakterisierung wurden AminosSureanalyse und Fast-Atom-Bombard- 
5 ment-Massenspektroskopie herangezogen. 

B. Spezielle Arbeitsvorschriften 

Beispiel 1 

10 

H-Pro-G ln-Ala-Glu-G ly-Gl n-Leu-NH 2 

1,2 g Boc-Leu-MBHA-Harz (Substitution - 0,42 mmol/g), entsprechend einer 
Ansatzgr»£e von 0,5 mmol, wurden gemap Ala mit je 2 mmol 

15 

Boc-Gln-OH Boc-Ala-OH 
Boc-Gly-OH Boc-Gln-OH 
Boc-Glu(OBzl)-OH Boc-Pro-OH 

20 umgesetzt. 

Nach beendeter Synthese wurde das Peptidharz N-terrainal entschUtzt 
(AusfUhrung der Schritte 1 - 3 gemap Ala) und anschlieSend im Vakuum 
getrocknet; die Ausbeute betrug 1,49 g. 

0,75 g des so erhaltenen Harzes wurden einer HF-Spaltung gemap All 
unterworfen. Das Rohprodukt (141 mg) wurde durch Gelfiltration 
(SEPHADEX© G-10) und Mitteldruckchromatographie (vgl. AIV; 20 - 40 % A; 
0,25 %min~l) gereinigt. Es wurden 97 mg Reinprodukt erhal'ten. 

30 

Beispiel 2 

Ac-Al a-Gl u-Gly-Gln-Leu-G 1 n-OH 

35 0,47 g Fmoc-Gln-p-Alkoxybenzylalkoholharz (Substitution - 0,53 mmol/g), 
entsprechend einer AnsatzgrSpe von 0,25 mmol, wurden gemaB Alb mit je ' 
1 mmol 

Fmoc-Leu-OH Fmoc-Glu(OtBu)-OH 
40 Fmoc-61n-OH Fmoc-Ala-OH 
Fmoc-Gly-OH 

ERSATZBLATT 
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Nach beendeter Synthese wurde der N-Terminus acetyliert (AusfQhrung der 
Schritte 2-4 und 8-9 gemSp Alb). Das erhaltene Peptidharz wurde im 
Vakuum getrocfcnet; die Ausbeute betrug 0,57 g. 

5 Oas nach der TFA-Spaltung gemap AIII erhaltene Rohpeptid (137 mg) wurde 
durch Gelfiltration (SEPHADEX* G - 10) und Mitteldrucfcchromatographie 
(vgl. AIV; 20 - 40 %; 0,25 % min^ 1 ) gereinigt. Es wurden 89 rag Reinprodukt 
erhalten. 

10 Analog Beispiel 1 und 2 lassen sich herstellen: 

3. H-A 1 a- Asn-Pr o-Gl n-A la-Gl u-G ly-G I n-Leu-G 1 n-Tr p-OH 

4. Ac-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Trp-OH 
5- H-A 1 a-Asn-Pro-G I n- Al a-Gl u-G 1 y-Gl n-Leu-G 1 n-Trp-NH 2 

15 6. Ac-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Trp-NH^ 

7. H-Pro-GIn-Ala-61u-Gly-Gln-Leu-OH 

8. Ac-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-OH 

9. Ac-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-NH 2 
10. H-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-OH 

20 11. H-Ala-Glu-Gly-Gin-Leu-6In-NH 2 

12. Ac-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-6ln-NH 2 

13. H-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg-Arg- 
AI a-Asn-Al a-OH 

14. Ac-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg- 
25 Arg-Ala-Asn-Ata-OH 

15. H-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg-Arg- 
A I a-Asn— A 1 a—NH 2 

16. Ac-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg- 
Arg-A I a-Asn— A I a-NH 2 



30 



Beispiel 17 

Ac-Cys-Val-Ala-Asn-Prt)-€ln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Trp-Leu-Cys-NH 2 

0 r 52 g Boc-Cys (pMB)-MBHA— Harz (Substitution - 0,97 mmol/g), entsprechend 
einer Ansatzgrope von Q r 5 nmol wurden gemap Ala mit je 2 tnraol 

35 

Boc-Leu-OH Boc-Al a-OH 

Boc-Trp (CH0) -OH Boc-Gln-OH 

Boc-Gln-OH Boc-Pro-OH 

Boc-Leu-OH Boc-Asn-OH 

40 Boc-Gln-OH Boc-Ala-OH 

Boc-Gly-OH Boc-Val-OH 

Boc-Glu (OChx ) -OH Boc-Cys (pMB ) -OH 



umgesetzt. 
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Nach beendeter Synthese wurde dep N-Terroinus acetyl iert (Ausflihrung der 
Schritte 1 - 6 und 14 - 16 gemap Ala). 

Das erhaltene Peptidharz wurde iro Vakuura getrocknet; die Ausbeute betrug 
5 1.3 g. 

0,65 g des so erhaltenen Harzes wupden einer HF-Spaltung gemap All 
unterwopfen. Oas lyophilisierte Rohprodukt wurde in 2 I 0,1 %igep 
Essigsaure aufgenommen und der pH anschliepend mit wSprigem Ammoniak auf 

10 8,4 eingestellt. Unter Argonatmosphare wurde langsam 0,01 n 

MFefCNJsJ-LSsung zugetropft, bis die gelblich-grdne FSpbung ISnger als 
15 min bestehen blieb. Es wupde noch 1 h nachgerOhrt, dann mit Eisessig 
auf pH 4,5 angesauert und mit 15 ml einer waprigen Suspension eines 
Anionenaustauschers (BIORAO* 3 x 4a, Chloridform) versetzt. Nach 30 min 

15 wurde das Ionenaustauseherharz abfiltriert, das Filtrat am Rotations- 
verdampfer auf 100 ml eingeengt und anschliepend lyophilisiert. 

Alle benutzten LSsungsmittel wurden vorher mit Stickstoff gesSttigt, urn 
eventuelle Oxidation der freien Cysteinreste zu verhindern. 

20 

Das Rohprodukt wurde durch Gelchromatographie (SEPHADEX® LH-20). Es wurden 
17 mg Reinprodukt erhalten. 



30 
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Analog Beispiet 17 lassen sich herstellen (zur Darstellung der 
Peptidsauren wurde PAM-Harz verwendet): 

18. H-Cys-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-6lu-61y-6ln 

■ 

Leu-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg-Arg-Ala-Asn-Ala-Cys-OH 

19. Ac-Cys-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln 

■ 1 

Leu-filn-Trp-Leu-Asn-Arg-Arg-Ala-Asn-Ala-Cys-NHa 

20. H-Cy s-Asn-P ro-Sl n-A 1 a-G 1 u-Gly-G 1 n-Leu-G 1 n-Cy s-OH 

— — i 

21. Ac-Cys-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-GlyH31n-Leu-Gln-Cys-NH 2 

22. H-Cy s-Val-Al a-Asn-Pro-6ln-Al a-€lu-€ly-61n-Leu-61n 

i 

Trp-Leu-Cys-OH 

23. Ac-Cys-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Cys-NH 2 

24. H-Hcy-Asn-His-GIn-Val-Glu-Glu-GVn-Leu-GTu-Hcy-OH 

25. Ac-Hcy-Asn-His-Gln-Val-Glu-Glu-Gln-Leu-Glu-Hcy-NH 2 

26. H-Cys-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-GlyH31n-LeuH3ln-Trp-Cys-OH 

27. Ac-Cys-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-61u-Gly-Gln-Leu-6ln-Trp-Cys-NH 2 

28. H-Cys-Pro-61n-Ala-6luH31y-6ln-Leu-Cys-0H 

29. H-Ala-His-Val-Val-Cys-Asn-Pro-Gln-Ala-Gly-Gly-Gln-Leu-€ln-Cys- 
-Leu-Asn-OH 

30. Ac-Ala-His-Val-Val-Cys-Asn-Pro-Gln-Ala-GlyH3ly-61n-Leu-61n-Cys- 

-Leu-Asn-NH 2 

. i 

31 . H-Cys-Asn-Pro-Ala-Gln-Asn-Gln-Leu-Gln-Cys-OH 

32. A c-Cys-Asn-Pro-Ala-6ln-Asn-Gln-LeuH51n-Cys-NH 2 

33. H-Cys- Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu- Gly-Sln- 
LeuH31n-Trp-Leu-Asn-Arg-Ala-Asn-Cys-OH 

34. Ac-Cys-Asn-ProH51n-Al a-Gl u-Gly-Gln-Leu-61n-Trp-Cys-NH 2 
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35. A c-C y s-Val -Al a-Asn-Pro-Gl n-Al a-61u HSly-Gl n- 
Leu-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg-Ala-Asn-Cys-NH 2 

35 H-Cys-His-V al-Val-Ala-Asn-ProHSln-AlaH31u- Gly-Gln- 
Leu-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg-Al a-Asn-Al a-Leu-Cys-OH 

37> Ac-Cys-Hi s-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu -Gly-Gln- 
Leu-Gl n-Trp-Leu-Asn-Arg-Al a-Asn-Al a-Leu-Cy s-NH 2 



38. H-Cys-L eu-Ile-Gly-Asp-Pro-Ser-Lys-Gln- Asn-Ser-Leu 
Leu-Trp-Arg-Al a-Asn-Thr-Asp-Arg-Al a-Cy S-OH 

39. A c -Cys-Leu-Ile-Gly-Asp-Pro-Ser-Lys-Gln -Asn^Ser-Leu 
Leu-Trp-Arg-Ala-Asn-Thr-Asp-Arg-Ala-Cys-NH 2 



40. H-C ys-Pro-val-Ala-Thr-Val-val-Ala- Asn-Pro-Gln^Ala-Glu-€ly-Gln-Leu-Gln- 
Trp-Leu-Asn-Apg-Arg-Ala-Asn-Ala-Cys-Leu-Ala-Asn-Gly-OH 

41 . A c-Cys-Pro-Val-Ala-Thr-Val-Val-Ala-Asn -ProH51n-Ala-Glu-€ly-Gln-Leu- 
Gln-Trp-teu-Asn-Arg-Arg-Ala-Asn-Ala-Cys-Leu-Ala-Asn-6ly-NH 2 

Beispiel 42 

Ac-Lys-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Asp-NH 2 

1 g Harz nach Breipohl et al. (Fa. BACHEM), entsprechend einer AnsatzgrSBe 
von 0,5 mmol wurde gemaB Alb mit je 2 mmol 

5 Fmoc-Asp(OtBu)-OH Fmoc-Ala-OH 
Fraoc-Leu-OH Fmoc-Gln-OH 
Fmoc-61n-OH Ftnoc-Pro-OH 
Fmoc-Gly-OH Fmoc-Lys(Boc)-OH 
Frooc-6lu(OBzl)-OH 

10 

umgesetzt. Nach beendeter Synthese wurde der N-Teminus acetyl iert 
(AusfOhrung der Schritte 2 - 4 und 8 - 9 gemaB Alb). Das Peptidharz wurde 
im Vakuum getrocknet; Ausbeute 1,62 g. 
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Das nach der TFA-Spaltung geraap AIII erhaltene Rohprodukt (425 mg) wurde 
gemap A IV gereinigt und in 500 ml entgastem DMF gelost. Nach Zugabe von 
0,24 ml NEt 3 wurden bei -25°C 0,24 ml Diphenylphosphorylazid dazugegeben 
und 2 h bei -25°C geruhrt. Danach liep man 2 Tage bei -20°C, 2 Tage bei 
5 4°C und 2 Tage bei Raumtemperatur stehen. Dann wurde zur Trockene ein- 
gedampft, und das Rohpeptid durch Gelchromatographie (SEPHADEX® LH 20) 
gereinigt. Das isolierte Produkt (175 mg) wurde mit HF gemap All 
entschQtzt und durch Mitteldruckchromatographie (vgl. AIV, 20-35 % A, 
0,25 % min" 1 ) gereinigt, Es Wurden 58 mg Reinprodukt erhalten. 

10 

Bei spiel 43 

H-Lys-Asn-Pro-Gln-AUHalu-Gly-Gln-Leu-Gln-Asp-OH 

2,44 g Fmoc-Asp(OtBu)-Merrifield-Harz (Substitution m 0,41 mmol/g) 
entsprechend einer AnsatzgrSpe von 1 mmol, wurden gemap Alb mit je 4 mmol 

15 

Fmoc-GlnOH Fraoc-Glu(OBzl)-OH Fmoc-Asn-OH 

FmOc-Leu-OH Ftaoc-Ala-OH Fmoc-Lys(Boc}-OH 

Fmoc-Gln-OH Fmoc-Gln-OH 
Fmoc-Gly-OH Fmoc-Pro-OH 

20 

umgesetzt. 

Anschliepend wurden die t-Butyl- und Boc-Schutzgruppen abgespalten 
(AusfQhrung der Schritte 1-6 gemap Ala). Die Zyklisierung am Harz erfolgte 
in NMP unter Zugabe von 1,77 g BOP und 1, 74 ml Di i sopropy 1 ethyl ami n 
25 (48 h). Das Peptidharz wurde N-tenninal entschQtzt (AusfQhrung der 
Schritte 2-4 geraap Alb) und im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug 
3,05 g. 

Das nach HF-Spaltung gemap All erhaltene Rohprodukt wurde durch 
30 Gelfiltration (Sephadex® G-25) und 

Mitteldruckchromatographie (vgl. AIV: 20-40; 0,25 min" 1 ) gereinigt. Es 
wurden 32 mg Reinprodukt erhalten. 

Analog Beispiel 42 und 43 lassen sich herstellen: 

35 
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44. Ac-Asp-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Dap-NH 2 

45. H-Asp-Asn-ProH31n-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Dap-0H 

46. Ac-Orn-Asn-ProH51n-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Asp-NH 2 

47. Ac-Lys-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Asp-OH 
4B. Ac-Dap-His-Gln-Val-Glu-GlU-Gln-Leu-Glu-ASp-NH 2 

49. H-Lys-His-Gln-Val-Glu-Glu-Gln-^Leu-Glu-Asp-OH 

50. Ac-Asp-Val-Ala-Asn-Pro-61n-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-0rn-NH 2 

51. H-Asp-Val-Ala-Asn-Pro-Gtn-AU-Glu-Gly-Gln-LeuH51n-ofn-OH 

52. Ac-His-val-Val-Asp-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-6ly-Gln-Leu-Gln-Dap- 

Leu-Asn-NH 2 

53. Ac-Asp- Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly -Gln- 
Leu-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg-Arg-Ala-Asn-Ala-Lys-NH 2 

54. Ac-Lys-Pro-Gln-Ala-filuH31y-Gln-Leu-Asp-NH 2 
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Beispiel 55 




1,22 g Fmoc-Leu-p-Alkoxybenzylalkohol-Harz (Substitution - 0,41 mmol/g), 
entsprechend einer Ansatzgrope von 0,5 mmol, wurde gem3p Alb mit je 2 mmol 

5 



10 

umgesetzt. Nach beendeter Synthese wurde das Pepttdharz N-terminat 
entschutzt (AusfOhrung der Schritte 2-4 gemap Alb) und anschliepend im 
Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug l r 53 g. 

15 Das nach TFA-Spaltung gemap AIII erhaltene Rohpeptid wurde in 500- ml 
entgastem DMF gelost. Nach Zugabe von 210 mg NaHC0 3 und (bei -25°C) 
0,24 ml Diphenylphosphorylazid wurde 2 h bei -25°C und 2 Tage bei 
Raumtemperatur gerOhrt. Dann wurde zur Trockene eingedanipft und das 
Rohpeptid durch Gel chromatographic (SEPHADEX ® LH 20) gereinigt. Das 

20 isolierte Monomere (138 mg) wurde mit HF gemap All entschOtzt und durch 
Mitteldruckchromatographie (vgl, AIV; 25 - 45 % A; 0,25 %min~ 1 ) 
gereinigt. Es wurden 84 mg Reinprodukt erhalten. 

Analog Beispiel 55 lass en sich herstellen: 
25 ^ 

56. |-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-GIy-61n-Leu-Gln-Ahp-| 

57. pAsn-pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Ahx-i 

58. pAsn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Apei 

59. [-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Trp-Leu- 



Fmoc-Gln-OH 
Fmoc-Gly-OH 



Fmoc-Gln-OH 
Fraoc-Pro-OH 
Fmoc-Aoc-OH 
Fmoc-Leu-OH 



Fmoc-Glu(OBzl)-OH 
Fmoc-Ala-OH 



60. 
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PatentansprQche 

1. Gegenstand der Erfindung sind Peptide der Forme 1 I, 
5 X-A-B-E-Leu-Y If 

worin 

A 61 u, Pro oder Gin ist, 

B Gly, Glu, Asn oder Asp darstellt 

E Gin oder Ser bedeutet, 

15 X fUr eine Gruppe G-NH-CHM-CO-, G-NH-CHM-CO-W-, G-R-NH-CHM-CO- oder 
G-R-NH-CHM-CO-W- und 

Y fQr eine Gruppe-Z r -NH-CHQ-CO-Z, -V-NH-CHQ-CO-Z, -NH-CHQ^-CO-U-Z 
Oder -V-NH-CHQ-CO-U-Z Steht, 

20 

wobei in X und Y 

G ein Wasserstoffatoro oder eine Aminoschutzgruppe bedeutet, 

25 Z fOr eine OH- oder NH2~Gruppe oder eine Carboxylschutz gruppe 
steht oder 

G und Z zusammen auch eine kovalente Bindung oder die Gruppe 

-CO-(CH2) a -NH- bedeuten, wobei a eine Zahl von 1 bis 12 ist, 



30 



R und If Peptldlcetten aus 1-5 naturlich vorkonrnienden 
ct-Aminosauren darstellen, 



W eine der Peptidketten 

35 

-Lys-Pro-Val-Ala-His-Val-Val-Ata-Asn-Pro-Gln-Ala- r 
-Lys-Pro-Val-Ala-His-Val-Val-Ala-Asp-He-Asn-Ser-, 
-Ly s-Pro-Leu-A 1 a-H i s-Val-Va 1 -Al a-Asn-Pro-Gl n-Val 
-Lys-Pro-Val-Ala-His-Val-Val-Ala-Asn-His-Gln-Val-, 
40 -Lys-Pro-Ala-Ala-His-Leu-neHny-Asp-Pro-Ser-Lys-, 
H_ys-Pro-Ata-Ala-His-Leu-Val-Gly-Asp-Pro-Ser-Thr-, 
-Lys-Pro-Ala-Ala-His-Leu-ValH31y-Tyr-Pro-Ser-Lys-, 



Abb* 
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eine 5 bis 11 Aminosaurereste lange Teilsequenz von einer 
der oben angegebenen Peptidketten Oder eine Peptidkette mit 
1-4 natQrlich vorkommenden a-Aminosauren bedeutet, 

V eine der Peptidketten 

-GIn-Trp-Leu-Asn-Arg-Arg-Al a-Asn-Al a-Leu-Leu-Al a-, 
-Arg-Trp-Trp-Asp-Ser-Tyr-AIa-Asn-Ala-Leu-Met-Ala- f 
HHn-Trp-Leu-SerHSln-Arg-Ala-Asn-Ala-Leu-Leu-Ala-, 
-Gl u-Trp-Leu-Ser-Gln-Arg-Al a-Asn-Al a-Leu-Leu-Al a-, 
-Leu-Trp-Arg-Ala-Asn-Thr-Asp-Arg-Ala-Phe-Leu-Gln-, 
-Arg-Trp-Arg-Al a-Asn-Thr-Asp-Arg-Al a-Phe-Leu-Arg-, 
-Leu-Trp-Arg-AIa-Ser-Tftr-Asp-Arg-Ala-Phe-Leu-Arg^ 

15 «ine 5 bis 11 Aminos Surereste lange Teilsequenz einer der 

oben angegebenen Peptidketten oder eine Peptidkette mit 1-4 
natQrlich vorkommenden a-Aminosauren bedeutet und 

N und Q Wasserstoffatome oder eine der Gruppen 
20 -CH(CH 3 ) 2 , -CH(CH 3 )-C 2 H 5 , -C 6 H 5 , -CH(OH)-CH 3 , 



InAJ ' ° der -< C »2>b-T 

H 



(mit b in der Bedeutung einer Zahl von 1 bis 6 und T in der 
Bedeutung eines Wasserstoffatoms oder einer OH-, CH 3 0-, 
CH 3 S-, (CH 3 ) 2 CH-, C 6 H 5 - r p-H0-C 6 H 4 - f HS-, H 2 N-, HO-CO-, 
25 h 2 N-CO-, H 2 N-C(=NH)-NH-Gruppe) oder 

M und Q zusamnen eine -(CH 2 ) c -s-S-(CH 2 ) d - r -(CH 2 ) e -CO-NH-(CH 2 )f- 
oder •(CH 2 )e-NH-CO-(CH 2 ) g -NK-CO-(CH 2 ) f -Brucke (mit c und d 
in der Bedeutung einer Zahl von 1 bis 4, e und f einer Zahl 
30 von 1 bis 6 und g einer Zahl von 1 bis 12) bedeuten, 

sowie deren Salze mit physiologisch vertragiichen SSuren* 

2. Peptide gemap Anspruch 1, worin G ein Wasserstoffatora oder eine Amino- 
35 schutzgruppe und Z eine Hydroxy- oder Aminogruppe oder eine Carboxyl- 
schutzgruppe darstellen und M und Q nicht miteinander verbunden sind. 
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3. Peptide gemap Anspruch 1, worin 6 ein Wassers toff atom Oder eine 
Aminoschutzgruppe und Z eine Hydroxy- Oder Aminogruppe Oder eine 
Carboxylschutzgruppe darstellen und M und Q zusammen eine 

- (CH 2 ) C -S-S- ( CH 2 ) <pBruc ke bedeuten . 

5 

4. Peptide gemap Anspruch 1, worin 6 ein Wasserstoffatom oder eine 
Aminoschutzgruppe und Z eine Hydroxy- oder Aminogruppe oder eine 
Carboxylschutzgruppe darstellen und M und Q zusammen eine Gruppe 
-(CH 2 ) e -NH-CO-(CH 2 )f- oder -(CH2) e -NH-CO-(CH2)g-NH-CO-(CH 2 )f bedeuten. 

10 

5. Peptide geraSp Anspruch 1, worin G + Z zusammen eine kovalente Bindung 
oder -CO- (CH 2 ) a -NH- bedeuten. 

6. Peptide gemap Anspruch 1 bis 5 zur Verwendung bei der Bekampfung von 
15 Krankheiten. 

7. Verwendung der Peptide gemap AnsprOchen 1 bis 5 zur Bekampfung von 
neoplastischen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen sowie zur 
Bekampfung und Prophylaxe von Infektionen, EntzOndungen und 

20 Abstopungsreaktionen bei Transplantationen. 

8* Verfahren zur Herstellung der Peptide gemap Anspruch 1 bis 5, dadurch 
gekennze!chnet r dap man diese nach in der Peptidchemie bekannten 
Methoden herstellt. 

25' 



30 



35 



40 
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Abb. 1: Die Boc-Schutzgruppentechni k an polymeren Trager 

Boc-NH-CH-CO-Harz 
SG-fi 



4ti 



11 



2) Base 



HaN-Ctt-CO-Harz 



Boc-NH-CH-COOH 
SG-R 



-I 



Aktivator 



Boc^H^H-^O-HM-CH-CO-Harz 
SG-R SG-R 



HF 



HF • H 2 N-CH-CO|*H-^H^ 

R R R 



Boc = t-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe 
SG - Settenketten-Schutzgruppe 
5 R = Aminosaure-Seitenkette 
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Abb. 2: Die Fmoc-Schutzgruppentechnik am polymeren Trager 
Fnioc-NH-CH-CO-Harz 
SG-R 



Piperidin/OMF 



H 2 N-CH~C0-Harz 
SG-R 



Fmoc-NH-CW-COOH 
SG-R 



-I 



Aktivator 



Fmoc-NH-CH-€O-Hrf-CH-C0h-Harz 
SG-R SG-R 



TFA 



TFA • H 2 JM:H-C(>fNH-CH-C(>H«H-CHH:OOH 

I I n I 

R R R 



Fmoc = 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl-Schutzgruppe 
SG = Seitenketten-Schutzgruppe 
5 R = AminosSure-Seitenkette 
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BEMERKUNGEN ZU DEN ANSPROCHEN, DIE S1CH ALS NICHT RECHERCHIERBAR ERWIESEN HABEN 1 



Sfl^R?!^ 17 Ab5att 2 Buchstaba a bestimmtB Anspriiche aus folgenden Grunden nicht Gegenstand der fmernationalen 
necnercne gewesen: 



□ 



Anspniche Nr. ../. weii $Ie rich auf Gegenstande beziehen, die zu recherchieren die Behdrde nicht verpflichtet ist. namlfch 

Verfahren zur therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen 
Korpers. Regel 39 (iv). 

Tene der imernationalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen 
sq wentg emsprechen. daB eine smnvoHe Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. ngmlich 



□ 



Anspniche Nr. 



. weil sie abhangtge Anspriiche und nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) PCT abgefadt sind. 



Vl.f ~| BEMERKUNGEN BE! MANGELNDER EINHE1TLICHKEIT DER ERFINDUNG 2 



Die Internationale I 



i hat festgestellt, daB diese Internationale AnmeWung mehrere Erfindungen enthart: 



□ 



^^5^S&? fe f f n , ^ Ch ^S! 5U,i ^ Cn Rf ^ "fhewbuhren rechrzemg emrichtet hat. emreckt sich der internationate 
Recherchenbencht auf alle recherchierbaren An sp ruche der internationaJen Anmefdung. 

2f ^ nn ? dd ! r ™reinigeder erforderlfchen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat.erstreckt sich der interna- 
tionale R«*erchenbericht nur auf die Anspniche der imerr*tionalenAnmeldung r ^ 



b^^S^JS^^^ aiatzlichen RecherchengeWhren nidrt rechtzehfg entrichtet. Der Internationale Recherche*- 
bericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; sie ist In folgenden AnsprCchen erf aBt: 



4 * ^ ^J^f " o^^^I^r ^™*e eine Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konma r der eine zu- 
satzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde eine solche Gebuhr nicht verlangt. 
Bemerkung hlnsichtlich efnes WTderspruchs 



□ 
□ 



Die zusatzlichen GebShren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 
Die Zahlungzusatzlicher Gebtihren erfolgte ohne WTderspruch. 
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ANHANG ZUM INTERNATIONA LEN RECHER( HENBERIC HT 

(IBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. PCT/EP 89/01466 



PtSn^^e^^K^bOL 1 ^ 6 ^ *** Pat * ntfllm^,i^, ' ^ " m "I*"**™""*™ mtwKrtionalni Rrvftrfrfarnhmciit mtcrffthrtm 

INe Aneaheo doer dit FainmVmmtgfrdcr « t«pw c h cw rfrtn Stand Or Itafei de« FiiropftkHira Pafwifamf* am 08/11/89 
nfc*e Ancuhm diem* nor tot IJniciifil Uu itg ami crforRm ohm* GrwMtr. 



Iw rccmi cbmbcricfet 


Datum dcr 




Datum dcr 


mgWol 


tHns Pitnrtdotmment 


^ * mm — 


Patnu 


famine 


w v i PiivnuK mine 


W0-A1- 


86/01211 


27/02/86 


EP-A- 


0190127 


13/08/86 


EP-A1- 


0205038 


17/12/86 


JP-A- 


61280431 


11/12/86 








JP-A- 


61280437 


11/12/86 


GB-A- 


2102810 


09/02/83 


FR-A-B- 


2503145 


08/10/82 








JP-A- 


57163351 


07/10/82 








DE-A-C- 


3211263 


27/01/83 








US-A- 


4474754 


02/10/84 








CH-A- 


652411 


15/11/85 








SE-A- 


457352 


19/12/88 








SE-A- 


8202012 


01/10/82 








JP-A- 


58002749 


08/01/83 








JP-A- 


58035157 


01/03/83 








JP-A- 


58035158 


01/03/83 








JP-A- 


58035156 


01/03/83 








JP-A- 


58035155 


01/03/83 
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